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@ Procede de production de cultures enrichtes en microorganismes et/ou en metabolites resultant de ces cultures, 
appareiliage pour la mise en cauvre de ce procede et application de ce dernier, notamment a i'ensemencement et 
au reensemencement des nrtrificateurs et caseins de traitement des eaux. 



(57) La presente invention concerne un procede de production 
de cultures enrichies en microorganismes et/ou en metabolites 
r6sultant de ces cultures. 

Selon ce procede. on cuttive des souches de microorga- 
nismes s6lectionnees, dans un biorescteur, en presence d'un 
aubstrat dont la concentration est maintenue a des valeurs 
non-inhibitrices de la crotssance des bacteries, on elimine du 
milieu de culture les produits susceptibles dlnhiber les cellules, 
et on recupere les microorganismes et/ou les metabolites. 

L 'invention concerne egalement un appareiliage pour la mise 
en osuvre de ce procecie. 

Application de ce proc6de notamment a I'ensemencement et 
au reensemencement des nrtrificateurs et bassins de traite- 
ment des eaux. 
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La pr£sente invention est relative £ un proc£d6 de 
production de cultures enrichies en microorganismes et/ou en 
metabolites resultant de ces cultures, et notanunent de cultu- 
res enrichies en bact£ries nitrif iantes, ainsi qu'a un appa- 
5 reillage pour la miee en oeuvre dudit proc£d£. La pr£sente 
invention est en outre relative A 1* application dudit procfede 
a 1 'ens emenc erne nt de diff Erents milieux biologiques (et no- 
tanunent & l'ensemenceraent des bass ins de nitrification) et 
pour la production de metabolites en solution concentrEe. 

10 Depuis de nombreuses ann£es, les eaux super ficiel- 

les et profondes voient leurs teneurs en azote augmenter de 
fa<jon r£guliere et inquidtante, et ce phEnomene pose d'Enor- 
mes problimes de pollution, tant dans le domaine des eaux 
us£es que dans celui des eaux potables. Pour remedier a ce 

15 probleme, il est indispensable d 'assurer une bonne epuration 
des eaux usees urbaines et industrielles avant leur rejet 
dans les milieux recepteurs (cours d'eau, lacs, oclans, 
etc • ••)• De meme, avant leur introduction dans les reseaux 
d'eau potable, les eaux destinies k la consommation nEcessi- 

20 tent souvent un traitement d' Elimination (ou de transforma- 
tion) de 1 'azote, pour respecter les norraes relatives aux 
taux de composes azotes. Selon les normes europ£ennes relati- 
ves aux eaux potables, le taux d'ammoniaque doit etre infe- 
rieur a 0,5 mg/1, le taux de nitrites inferieur a 0,1 mg/l et 

25 le taux de nitrates inferieur a 50 mg/l. 

Divers proc4dSs d f Elimination (ou de transforma- 
tion) de 1 "azote sont utilises, les plus courants et les 
moins onEreux Etant les procSdes biologiques. Ces procedes 
biologiques font appel a certains microorganismes, dont le 

30 role est de transformer 1' azote present dans les eaux sous 
forme d'ammoniaque, en nitrates dans une premiere Etape appe- 
l6e nitrification. Si la concentration en nitrates est trop 
£lev£e, la nitrification est suivie d'une seconde Etape, la 
denitrif ication, qui permet de transformer les nitrates en 

35 azote gazeux. La nitrification qui permet l'oxydation de 
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1 'ammoniaque en nitrates se d£roule en deux <tapes. La pre- 
miere de ces Stapes permet & 1' ammonia que d'etre oxydfe en ni- 
trites t c*est la nitritation, alors qu'au cours de la deu- 
xi£me £tape, de nitratation, les nitrites sont oxyd£s en ni- 
5 trates. 

De nombreux microorganismes de la famille des 
Nitrobacteraceae sont capables de favoriser l'une ou 1 'autre 
de ces deux reactions, et les microorganismes les plus cou- 
ramment rencontres appartiennent aux genres Nirtrosomonas pour 

10 la nitritation et Nitrobacter pour la nitratation. Or ces 
microorganismes sont tr£s sensibles aux variations de leur 
environnement, en particulier a la quality de 1* effluent et a 
la concentration en composes azotes, allant jusqu'S provoquer 
leur disparition. En outre, les microorganismes ont un temps 

15 de doublement £lev£. Le traitement des eaux contenant de 
l 1 azote ammoniacal po6e ainsi de frequents probldmes d'ense- 
mencement ou de r£ensemencement des bassins de nitrification. 

II a done 6t£ propos£ d'ensemencer ou de riensemen- 
cer les bassins de traitement des eaux & 1 'aide de bact£ries 

20 qui se d^veloppent naturellement (mais cette procedure est 
longue)- II a £galement 6t£ propose de proc£der a l'ensemen- 
cement par apport de boues activ£es provenant de nitrifica- 
teurs ou par apport de suspensions de diverses bact£ries en 
viie d'amfeliorer le f onctionnement de ces installations, mais 

25 aucune de ces m£thodes n'a conduit a des r£sultats satisfai- 
sants • 

II est en consequence du plus grand int£r£t de 
pourvoir S un proc£d£ de production en grandes quantit£s de 
bact£ries nitrifiantes de la famille des Nitrobacteraceae, 
30 en vue d'ensemencer ou de r£ensemencer les bassins de nitri- 
fication, afin de pallier les problfemes rencontres en nitri- 
fication biologique lors du traitement des eaux potables ou 
r£siduaires a teneur en azote £lev£e. 

La pr£sente invention a pour objet un proc£d£ de 
35 production de cultures enrichies en microorgani smes e t/ou en 
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metabolites resultant de ces cultures, caract^rise en ce que 
l*on cultive des souche6 de microorganismes s£lectionnees , 
dans un bioreacteur approprie, en presence d'un eubstrat con- 
venable dont la concentration est maintenue a des valeurs 
5 non irihibitrices de la croissance des bacte'ries, en ce que 
l'on ^limine du milieu de culture les produits susceptibles 
d'inhiber les cellules, qui s'accumulent dans ledit milieu au 
cours de la fermentation, et en ce que l'on rficupere les 
microorganismes et/ou les metabolites d'une manie're appro- 
10 prie"e. 

Selon un mode de mise en oeuvre avantageux du pro- 
cede conforme a la prSsente invention, les cultures de micro- 
organismes sont r6alis6es avec des souches de bacte'ries ni- 
trifiantes de la famille des Nitrobacteraceae. 

15 Selon une modalite avantageuse de cette disposi- 

tion, les cultures de microorganismes nitrifiants mettent en 
oeuvre des bactSries nitritantes des genres Nitrosomonas f 
Nitrosospira, Nitrosolobus, Nitrosovibrio et Nitrosococcus . 

Selon une autre modalite avantageuse de cette dis- 

20 position, les cultures de microorganismes nitrifiants mettent 
en oeuvre des bacte'ries nitratantes des genres Nitrobacter, 
Nitrosococcus et Nitrospira. 

Selon un mode de mise en oeuvre pref£r£ du proc£d£ 
conforme a la pr£sente invention, la concentration optimale 

25 en substrat dans le milieu de culture est maintenue constante 
pendant toute la dur£e de la culture* 

Selon une autre modaliti avantageuse de ce mode de 
mise en oeuvre, la concentration en substrat est maintenue 
optimale en l'adaptant a la quantity de biomasse active pre- 

30 sente* 

Selon une disposition avantageuse du proc£d& con- 
forme a 1* invention, le controle de la concentration optimale 
du milieu en substrat est realise par dosage en continu du 
substrat, et ajout de substrat dans le milieu lorsque la con- 
35 centration tombe au-dessous d'un seuil determine. 
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Selon un mode de mise en oeuvre avantageux du pro- 
ced£ conforme & 1* invention, les produits inhibiteurs sont 
Slimines du milieu de culture par une technique de separation 
appropriSe, telle que, notamment, filtration ou centrifuga- 
5 tion. 

Selon une modalite" avantageuse de ce mode de mise 
en oeuvre, le controle de la presence de produits inhibi- 
teurs, et plus particuliSrement des produits toxiques du m£- 
tabolisme de la culture, est realisS par dosage en continu et 
10 la separation est dSclenchSe lorsque la concentration en les- 
dits produits dans le milieu de culture atteint un taux pre- 
determine* • 

Selon une autre modalitS avantageuse de mise en 
oeuvre du proce"d£ conforme a 1' invention, la culture comprend 

15 une plurality d'etapes de fermentation successives qui con- 
somment chacune une charge de substrat introduite au debut de 
chacune d'elles avec une nouvelle charge de milieu de cultu- 
re, dans la biomasse accumulee au cours des Stapes successi- 
ves de fermentation, et les Stapes de fermentation successi- 

20 ves sont separSes par des Stapes d ' Elimination des produits 
inhibiteurs. 

Selon encore une autre modalitS avantageuse de mise 
en oeuvre du procSdS conforme a 1 'invention, la culture est 
realisSe en presence de substrat dont la concentration est 
25 maintenue constante dans le milieu de culture par dosage en 
continu et ajout(s) de substrat des la detection d'une con- 
centration de substrat infSrieure a un seuil predetermine, et 
les operations de separation sont declenchSes des que la con- 
centration en produits inhibiteurs, contrSlSe par dosage en 
30 continu, atteint un seuil prSdSterminS . 

Selon un mode de mise en oeuvre avantageux du pre- 
cede conforme a la prSsente invention, la culture est prSle- 
vSe en discontinu. 

Selon un autre mode de mise en oeuvre avantageux du 
35 procSdS conforme a la prSsente invention, la culture est pre- 
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levee en continu . 

Selon un mode de mise en oeuvre avantageux du pro- 
c£de conforme a la presente invention, les cultures sont r£a- 
lis£es avec dee souches du genre Hitrobacter. 
5 Selon un autre mode de mise en oeuvre avantageux du 

proc£de conforme & la presente invention, les cultures sont 
realisees avec des souches du genre Nitrosomonas, 

Selon encore un mode de mise en oeuvre avantageux 
du proce'de conforme a la presente invention, on realise des 
10 co-cultures de Nitrosomonas et de Nitrobacter. 

Selon une modalit£ avantageuse de mise en oeuvre du 
proc£de conforme A la pr6sente invention, les produits toxi- 
ques du metabolisme des cultures de bacteries nitrifiantes 
sont e'limine's lorsque leur concentration dans le milieu de 
15 culture atteint un seuil inhibiteur du metabolisme de ladite 
culture. 

Selon un mode de mise en oeuvre avantageux du pro- 
cede conforme a la presente invention applique" a la produc- 
tion de bacteries nitrifiantes, la concentration en substrat 

20 du milieu de culture des bacteries nitrifiantes, exprimee en 
azote, est avantageusement inferieure a 2 g/litre- 

Selon un mode de mise en oeuvre avantageux du pro- 
cede conforme a la presente invention, les bacteries nitri- 
fiantes recueillies en continu ou en discontinu sont soit 

25 utilisees immediatement pour l'ensemencement des bassins de 
nitrification pour le traitement d'eaux polluees ou usees, 
soit conserves par congelation ou lyophilisation en vue 
d'une utilisation diff£r£e. 

La presente invention a 4galement pour objet un 

30 appareillage pour la production de cultures enrichies en 
microorganismes et/ou en metabolites resultant de ces cultu- 
res, caract^rise en ce qu'il comprend, en combinaison : - au 
moins un reacteur, pourvu de moyens de regulation de la tem- 
perature et du pH, de moyens d' alimentation controlee en air 

35 et de moyens d'agitation, lequel est en outre pourvu d'une 
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alimentation en milieu de culture et en substrat et d'une 
Bortie des produits inhibiteurs et/ou des produits utiles du 
metabolisme des bacteries ; - au moins un Element de separa- 
tion desdits produits associ* A la sortie susditej - un eye- 
5 teme de dosage en continu respectivement du substrat et dec 
produits susditsr - un dispositif de commande, asservi au 
systeme de dosage en continu susdit, de 1 •introduction de 
quantite's requises de substrat dans le, ou un, rlacteur et de 
dficlenchement du f onctionnement de 1 'Element, ou d f un £14- 

10 ment, de separation. 

Selon un mode de realisation avantageux de l'appa- 
reillage conforrae a 1* invention, 1* Element de separation est 
de preference un £l£ment d' ultra- ou de microf iltration. 

Selon un autre mode de realisation avantageux de 

15 I'appareillage conforme a l'invention, le systeme de dosage 
en continu comprend un circuit de prelevement de faibles 
quantites du milieu contenu dans le reacteur, associe a des 
moyens de quantification en continu de la concentration en 
substrat et/ou en produits inhibiteurs. 

20 Selon une disposition avantageuse de ce mode de 

realisation, lesdits moyens de quantification 6ont constitue's 
par des batteries de sondes calibrees qui 6mettent des si- 
gnaux e"lectriques . 

Selon une autre disposition avantageuse de ce mode 

25 de realisation, lesdits moyens de quantification sont consti- 
tutes par au moins une chalne de dosage colorimetrique 
phy 8 i c o-ch i miq u e . 

Selon encore un autre mode de realisation avanta- 
geux de l'appareillage conforme a 1* invention, le dispositif 

30 de commande susdit est un dispositif pris dans le groupe des 
automates programmables et des ordinateurs ou micro- 
ordinateurs. 

Outre les dispositions qui precedent, I'invention 
comprend encore d'autres dispositions, qui ressortiront de la 
35 description qui va suivre. 
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L 1 invention sera mieux comprise & l'aide du comple- 
ment de description qui va euivre, qui ee refere au dessin 
annexe dans lequel i la figure unique du dessin annex4 repre- 
sente un schema d'un mode de realisation avantageux de l'ap- 
5 pareillage conforme a la presente invention. 

II doit etre bien entendu, toutefois, que ce dessin 
et les parties descriptives correspondantes sont donnes uni- 
quement a titre d* illustration de l'objet de 1 B invention, 
dont ils ne constituent en aucune maniSre une limitation, 

10 L'appareillage conforme a la presente invention 

comprend avantageusement au moins un bioreacteur 1 dans le- 
quel se deroule la culture du ou des microorganismes recher- 
cbee et dont le fonctionnement est commande a partir d'une 
armoire de regulation 2 qui commande et controle l'alimenta- 

15 tion en air, la temperature, l'agitation et le pH. 

On introduit dans le bioreacteur 1 un volume de 
preculture £gal par exemple a 10% du volume du bior^ateur, 
laquelle preculture a 6t6 realisee en discontinu sur un mi- 
lieu contenant une concentration initiale optimale en subs- 

20 trat (par exemple 200 mg d 1 azote/ 1 dans le cas de la produc- 
tion de bacteries nitrifiantes a partir d'une souche de 
Nitrobacter VinogradsXy : serotype agilis ou de Nitroso- 
monas sp, ) et le bioreacteur est aliment^ en milieu de cultu- 
re a partir d'un reservoir 16 et en substrat a partir d'un 

25 reservoir 7 1 . 

Le controle des concentrations en substrat et en 
produits inbibiteurs du metabolisme de la culture des micro- 
organismes, dans le milieu de culture, est realise" a l'aide 
des appareils decrits dans ce qui va suivre, de meme que la 

30 commande, determin^e par le dosage desdites concentrations, 
de l'ajout de nouvelles quantites de substrat, du fonctionne- 
ment du syste'me de separation, notamment par filtration, des 
cultures de microorganismes produites et de collecte de 
celles-ci. 

35 Une pompe de pr^levement 3 pr£leve une faible frac- 
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tion (de l'ordre de 0,1 A 0,5 ml/minute environ, par exemple) 
du milieu de culture contenu dans le bioriacteur 1 par l'in- 
termidiaire d'un conduit 3' reli£ aprAs la ponpe 3 4 un dis- 
positif de dosage automatique en continu 4, tel qu'un appa- 
5 reil "Technicon" ou "Tecator" par exemple, ladite fraction 
pr£levfee itant iventuellement dilute avant son introduction 
dans le dispositif de dosage, dans un circuit de dilution 4*. 

Les dosages du substrat et du produit du mfetabolis- 
me du microorganisme contenus dans la fraction pr£lev£e se 

10 font par colorimStrie ou par spectrophotomfetrie dans le dis- 
positif de dosage 4 et on obtient en sortie dudit dispositif 
une rAponse sous forme de signaux exprimAs en tension, con- 
tr6lAe par un voltmAtre 5*. Les signaux (compris entre 0 et 
5 Volts par exemple), qui correspondent aux valeurs de dosa- 

15 ge, sont convertis par un convertisseur analogique numAri- 
que 5 en valeurs numAriques, qui sont elles-mAme6 traitAes 
par un micro-ordinateur 6 afin de les exprimer en concentra- 
tions. 

Ledit ordinateur commande d'une part une pompe 
20 d 1 alimentation 7 qui prAleve une quantity dAterminAe de subs- 
trat contenu dans le rAservoir 7* A l'aide d'une canalisa- 
tion 7 M relive au biorAacteur 1, afin d'alimenter ce dernier 
en substrat. 

Ledit ordinateur commande d' autre part la mise en 
25 route de 1 'opAration de separation, notamment par filtra- 
tion, du milieu de culture contenu dans le biorAacteur 1 : 
avant de dAmarrer 1 'opAration de filtration, une sonde de ni- 
veau 9 associAe au biorAacteur vArifie que ce dernier n'est 
pas vide, puis la pon^e de filtration 10, situAe entre le 
30 biorAacteur 1 et le module de filtration 12 se met en route. 
Ladite pon^e prAlAve par 1 'intermAdiaire d'un conduit 10* le 
milieu A filtrer contenu dans le biorAacteur 1, aprAs ouver- 
ture d'une vanne 11 situAe entre le biorAacteur 1 et la pom- 
pe 10, et l'achemine dans le module de filtration 12 (qui est 
35 avantageusement constituA par exemple d'un filtre multifibres 
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en diacetate de cellulose)* Le filtrat circule dans un con- 
duit 13* , apres ouverture d'une vanne 13, et son debit, ainsi 
que le volume filtre, aont mesures par un dispositif conpre- 
nant avantageusement un recipient de collecte du volume fil- 
5 tre 14, ce recipient reposant aur une balance 8, relive par 
un transducteur 8' au micro-ordinateur 6. Une vanne supple- 
mentaire 22 permet de vidanger le recipient de collecte 14. 
La partie non filtree retoume dans le bioreacteur 1 par 
l'interm^diaire d'une canalisation 12' • La mesure du de"bit et 

10 du volume filtre" peut etre r£alis£e, selon une variante de 
realisation, par un de'bimetre en sortie de la vanne 13. 

Selon une disposition avantageuse de 1" invention, 
1 'appareillage comprend un systeme qui permet, en cas de be- 
soin, de dScolmater le module de filtration 12. Du milieu de 

15 culture contenu dans un reservoir 18 est envoye sous pres- 
sion, apres ouverture d'une vanne 19, au niveau bas du module 
de filtration 12? une partie dudit milieu traverse le module 
de filtration 12 entrainant avec elle les microorganismes 
adherents au filtre pour retourner au bioreacteur 1 par le 

20 conduit 12' • Le remplissage du systeme de decolmatage est 
realise comme suit : une pompe de remplissage 15 pre"leve par 
un conduit 15' une fraction du milieu de culture contenu dans 
une enceinte de stockage 16, apres ouverture d'une vanne 17, 
et envoie ledit milieu dans le reservoir 18 de milieu de de- 

25 colmatage relie a un compresseur 18*. Le reservoir 18 est re- 
lie, selon une disposition avantageuse de 1' invention, par un 
conduit 20' (apres ouverture d'une vanne 20) a un recipient 
de trop-plein 21, ce systeme permettant de supprimer la pres- 
sion dans le reservoir 18. 

30 Le bioreacteur 1 est avantageusement aliment^ en 

milieu de culture a partir de 1 'enceinte 16, a l'aide de la 
pompe 10 qui pr£leve ledit milieu par un conduit 23' apres 
ouverture d'une vanne 23, l'achemine a travers le module de 
filtration 12, et le fait aboutir dans le bioreacteur 1 par 

35 le conduit 12'. En variante, 1 'alimentation du bioreacteur 1 
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en milieu de culture pourrait se faire directement A partir 
de 1' enceinte de stockage 16 Bans passer par le module de 
filtration 12. 

L'appareillage comporte, selon une modalit£ avanta- 
5 geuse de 1* invention, un systftme de pr£l4vement de la culture 
enrichie en microorganismes ou en metabolites resultant de 
cette culture, qui comprend une ponpe 24 qui aspire ladite 
culture par un conduit 24' qui aboutit dans un recipient de 
stockage 25. 

10 Un appareillage tel que d£crit ci-dessus a titre 

d'exemple en r£f£rence au dessin, fonctionne de la maniere 
suivante s le bior£acteur 1 est rerapli de milieu de culture, 
d'une quantity d6termin4e de substrat et de pr£cultures du ou 
des microorganismes destinies S ensemencer la culture. AprSs 

15 avoir r£gl£ les conditions d' agitation, de teitp^rature, 
d* alimentation en air et de pH a l'aide du systdme de regula- 
tion 2, la culture debute. 

Une faible fraction, (de l'ordre de 0,1 a 
0,5 ml/minute par exenple), du milieu de culture dans le bio- 

20 r£acteur 1 est pr£levfee en continu par la pompe de pr6l£ve- 
ment 3, et Iventuellement dilute avant son introduction dans 
le dispositif de dosage en continu 4. Les valeurs de dosage 
du substrat et du produit, dos6s par colorim£trie ou par 
spectrophotomStrie dans ledit dispositif 4, sont £mises sous 

25 forme de signaux de tension convertis en valeurs num£riques 
par le con vert isseur analogique num&rique 5, ces derniSres 
fetant elles-memes trait£es par le micro-ordinateur 6 et 
transformfees en concentrations effectives. Si la concentra- 
tion en substrat dans le bior^acteur 1 tombe au-dessous d'un 

30 seuil determine, ledit micro-ordinateur commande la pompe 
d' alimentation 7 afin d'alimenter le bior£acteur 1 en une 
quantity appropri£e de substrat. Si la concentration en pro- 
duit dans le bior£acteur 1 d£passe un seuil determine, ledit 
micro-ordinateur commande le dfeclenchement de 1' operation de 

35 filtration. 
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Le milieu & filtrer est prileve du bioreacteur 1 
par une pompe de filtration 10, apres qu'une sonde de ni- 
veau 9 ait v6rifi4 que le "bioreacteur n'est pas vide, puis ce 
milieu est envoye" dans un module de filtration 12. Le filtrat 
5 est recueilli dans un recipient de collecte 14 qui repose sur 
une balance 8 relive au micro-ordinateur € par un transduc- 
teur 8' qui lui transmet successivement les valeurs des pe- 
sles obtenues, le contrSle de la pese'e du liquide filtre per- 
mettant ainsi de suivre le d£bit de filtration instantane et 
10 de controler le volume filtr£. Suivant 1* indication numerique 
donn£e par la balance 8 et transmise au micro-ordinateur par 
le transducteur 8*, la filtration est arreted ou poursuivie. 

Lorsque le d£bit de filtration devient trop faible 
en fin d 1 ope" ration, il est procfide a une operation de decol- 
15 matage du module de filtration 12- Du milieu de culture con- 
tenu dans un reservoir 18 est envoy£, sous une pression cree 
par un compresseur 18' associl au reservoir 18, a grande Vi- 
tesse au niveau bas du module de filtration 12 et le decol- 
matage du module de filtration 12 s'effectue ainsi par flux 
20 inverse du milieu de culture; une partie du milieu traverse 
le module de filtration 12 pour retourner au bioreacteur 1 
conune indique" plus haut. Une pompe de remplissage 15 prfeleve 
ensuite du milieu de culture contenu dans une enceinte de 
stookage 16, et I'envoie dans le reservoir 18 de milieu de 
25 d4colmatage. 

Une fois r£alis£e 1* operation de filtration, le 
bioreacteur 1 est rempli de milieu de culture, £ l'aide de la 
pompe 10 qui pr^leve ledit milieu du reservoir 16 en le fai- 
sant passer a travers le module de filtration 12 r£alisant 
30 ainsi un nettoyage supplemental re du module de filtration et 
le fait aboutir dans le bioreacteur 1. Enfin, un systeme de 
pr^levement en permet selon une disposition avantageuse, gra- 
ce a une pompe 24, de recueillir les cultures enrichies en 
microorganismes ou en mStabolites resultant de ces cultures. 
35 ^'invention sera mieux comprise a l'aide du comple- 
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merit de description qui va suivre, qui se rifire 4 des exem- 
ples de mi»e en oeuvre du procide de production de cultures 
enrichies en microorganismes et/ou en metabolites resultant 
de ces cultures conforme 4 la prleente invention. 
5 II doit 6tre bien entendu, toutefoie, que ces exem- 

ples sont donne's uniquement 4 titre d* illustration de l'objet 
de 1* invention, dont ils ne constituent en aucune mani4re une 
limitation. 

EXEMPLE 1 i PRODUCTION DU MICR00RGANISME N I TR0BACTE R 
10 - Le genre Nitrobacter regroupe des bacte"ries de 0,8 4 2 pm 

de long, immobiles de mani4re g4ne"rale. Ces bacte"ries, 
a6robies, sont chimiolithotrophes et utilisent pour leur 
croissance le carbone inorganique dissous dans le milieu. 
Cette bactfirie est responsable de la transformation des 
15 nitrites en nitrates, suivant la reaction x 
NO2" + 1/2 O2 — 7 NO3-, qui est la nitratation, deuxieme 
£tape de la nitrification biologique. La souche utilised a 
6t£ isolee 4 partir du nitrif icateur d'eau potable de la 
station d* Aubergenville - 
20 La souche est susceptible d*€tre inhibe"e par son subs t rat 
(NC>2~) et par son produit (NO3-). 
- Conditions de culture 

1. Un milieu de culture adapts 4 la production du micro- 
organisme Nitrobacter est un milieu mineral tampon re- 
25 pondant 4 la formulation suivante : 

Na2HP0 4 , 12 H 2 0 12,6 g 

KH2PO4 0,5 g 

Solution A 1 ml 

(ZnS0 4 , 7H 2 0 : 2 mg? CuS0 4 , 5H2O 1 2 mg 
30 Na2^0 4 , 2H 2 0 * 2 mg ? QSP 100 ml) 

Solution B 10 ml 

(MgS0 4 , 7H 2 0 : 2 g; QSP 100ml) 

Solution C 5 ml 

(FeS0 4 , 7H 2 0 t 114 mg 7 EDTA : 206 mg? 
35 QSP 1 litre) 
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2. Conditions de regulation, assurees par le dispositif 
conetituant l'armoire de contrSle du bioreacteur dont le 
volume utile est de 4 litres (le bioreacteur utilise est 
de marque "BIOLAFFITTE" ) s 
5 Tenp£rature 30 # C 

Alimentation en air 0,5 v#v»m (litres d'air /mn/litre de 

r£acteur) 
Agitation 300 tours/inn. 

3* Ensemencement t lee cultures sont ensemenc£es a 10% avec 
10 des pre'cultures effectu£es en discontinu sur le milieu 

defini pr6c£demment, additionne de 203 mg d'azote par 
litre. 

4. Source d f azote NaN02 

Source de carbone CO2 dissous 

15 Source d'oxygene O2 dissous 

Source d'e*nergie e"nergie de la reaction NO2"" — 7x03-* 
- Mise en oeuvre du procede pour une culture en discontinu & 
concentration de substrat constante avec filtrations 
On utilise un bioreacteur "Biolaf itte" de volume utile e*gal 

20 £4 litres qu'on remplit du milieu mineral tampon decrit 
plus haut, additionne d'une quantite initiale de substrat 
telle que la concentration en azote initiale So de substrat 
dans le bioreacteur est fixe'e & 203 ± 40 mg/l. Les nitrites 
et les nitrates sont dose's en continu par une chaine de do- 

25 sage colorimetrique physicochimique ( "Tecnnicon" par exem- 
ple). Les signaux (0 a 5 volts) en sortie des colorimetres 
sont convertis en valeurs num£riques trait£es par un micro- 
ordinateur ( "Apple" , par exemple) afin de les ramener a des 
concentrations. Si la concentration en substrat, exprim£e 

30 en azote, est inf£rieure S la valeur So - 20% (soit une 
concentration en azote d'environ 162 mg/l), valeur appele'e 
X, il y a dfeclenchement d'un ajout de substrat dont la 
quantite est determined de la maniere suivante : quantite 
de I'ajout en substrat = 2 x (So - X), de facon a depasser 

35 d'autant la valeur moyenne ne"cessaire. La solution de subs- 
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trat utilis&e est une ■olution de N&NO2 concentr£e (30,45 g 
d'azote/l)- Les filtratione eont d6clench4eB lorsque la 
concentration en nitrates (produit) d&passe une concentra- 
tion exprim£e en azote fix£e a* 812 mg/1 (au-dela de 1,22 g 
5 d'eeote/l on observe une baisse conjointe de la croissance 
et de l f activity ). 

Une sequence de filtration enticement automatisms se d&- 
roule suivant le processus suivant t 

- Verification du volume de milieu de culture dans le bio- 
10 riacteur (^4,5 litres), 

- D^clenchement de la filtration, 

- Estimation de la quantity de filtrat pass£e (^-4 litres) 

- Arret de la filtration, 

- D^colmatage par flux inverse de milieu mineral tampon 
15 (pression : 2 a 3 bars, dur£e : 15 secondes), 

- Remplissage du bior^acteur avec du milieu mineral tampon 
a travers le module de filtration et remplissage du cir- 
cuit de dScolmatage, 

- Ajout du substrat pour obtenir une concentration So, 
20 puis on procede au redemarrage de la fermentation. 

EXEMPLE 2 : AUGMENTATION DE LA CONCENTRATION EN BI0MASSE DANS 
LE BIOREACTEUR SUIVANT DIFFERENTES METHODES (POUR 
LE MIC ROORG AN I SM E NITROBACTER) 

- Culture en discontinu simple 

25 Le milieu mineral tampon d£cri.t & l'Exemple 1 est introduit 
dans le bior£acteur dans lequel on a place 10% de pr£cultu- 
res effectuSes en discontinu sur le milieu pr£cite, addi- 
tionn4 de 203 mg d 1 azote/litre. La culture est menSe jus- 
qu'a complete consoramation du substrat par le micro- 

30 organisme. 

R^sultats t au bout de 100 heures, on obtient 13 mg/l de 
biomasse. 

- Culture en discontinu alimentee 

Le milieu mineral tampon decrit dans l'Exemple 1 contenu 
35 dans le bioriacteur est ensemencl a raison de 10% par des 



261 17*2 



- 15 - 

pre"cultures conune indique pr^c^d eminent., additionne de 
203 mg d'azote/l et Xa culture coneiste en une succession 
de fermentations t des que la complete consonunation du 
substrat par le microorganisme est detected, on ajoute du 
substrat dans le biorfiacteur. L' inhibition par les nitrates 
produits bloque la reaction apres 16 ajouts de substrat, 
qui correspondent A une concentration finale de 4,7 g 
d'azote/l. 

Resultats : on obtient au bout de 460 heures, 85 mg/l de 
biomasse. 

Culture en discontinu avec filtrations 

Le milieu mineral tampon decrit dans l'Exemple 1, addition- 
ne de 203 mg d'azote/l, est introduit dans le bioreacteur 
qui contient une souche de bact^ries ensemencfee par des 
pr£cultures, comme indique plus haut. La culture consiste 
en une succession de fermentations simples se'parees par des 
filtrations : des que la consommation complete du substrat 
par le microorganisme est detected, on filtre le contenu du 
bioreacteur. La biomasse est conservle dans 1 'enceinte du 
bioreacteur et le filtrat est rejete a logout. On complete 
le niveau du bioreacteur par du milieu mineral tampon addi- 
tionnl d' azote en quantity variable. 

Resultats : au bout de 2 600 heures , on obtient 250 mg/l de 
biomasse* 

Culture en discontinu a concentration de substrat constante 
Le bioreacteur est aliment^ en milieu mineral tampon decrit 
dans l'Exemple 1 et en microorganisme s ensemences par des 
pre" cultures comme decrit plus haut. La concentration en 
substrat dans le bioreacteur est fixie a 203 ± 40 mg d'azo- 
te/l. Les nitrites et les nitrates sont dose's en continu, 
comme dans l'Exemple 1, par une chaine de dosage color i- 
roetrique physico-chimique ( "Technicon" par exemple) et 
l'ajout d'une quantite determinee de substrat est automati- 
quement declenche quand la concentration en nitrites tombe 
en dessous d'une valeur limite determinee. 



2611742 



10 



15 



• 16 - 

On constate que la croiaaance s'arrSte au bout de 100 heu- 
res, pour 220 rog/1 de biomaaae obtenu loraque la concentra- 
tion en azote atteint 1,01 g/litre, et au bout de 145 heu- 
rea, pour 260 mg/l de biomasae obtenu, loraque la concen- 
tration en azote atteint 1,78 g/1. 
- Culture en diacontinu a concentration de aubatr at constante 
avec filtrations 

On reprend la m£me procedure que celle decrite dana l'Exem- 
ple 1 et lea filtrationa aont declenchees lorsque la con- 
centration en azote depasse 812 mg/l. 

Resultats : au bout de 500 heures, on obtient 3 000 mg/l de 
biomasae, 

au bout de 620 heures, on obtient 3 900 mg/l de 
biomasae. 

Les resultats obtenus avec ces diffe"rentes mefhodes sont 
consignes dans le Tableau 1 ci-dessous. 



20 



25 



30 



35 
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TABLEAU I 



5 


METHODE 
EMPLOYEE 


DUREE 
(h) 


BIOMASSE 
(mg/1) 


FACTEUR DE 
CONCENTRA- 
TION (*) 


CONCENTRA- 
TION/UNITE 
DE TEMPS ( * ) 




1 


Culture en 
discontinu 


100 


13 


1 


1 


10 


2 


Culture en 
discontinu 
aliment£e 


460 


85 


6,5 


1,4 


15 


3 


Culture en dis- 
continu avec 
f iltrations 


2 600 


250 


19 


0,7 


20 


4 


Culture en 
discontinu a 
substrat constant 


100 
145 


220 
260 


17 
20 


17,0 
13,8 


25 


5 


Culture en 
discontinu a 
substrat constant 
avec filtrations 


500 
620 


3 000 
3 900 


230 
300 


46,0 
48,4 



(*) la reference en concentration de biomasse et unite de 
tenpe correspond a la methode 1 
Le Tableau ci-dessus montre la superiority du procede con- 
30 forme A I 1 invention pour l 4 obtention de quantites importan- 
tes de microorganisraes dans un reacteur de faible volume et 
dans un temps relativement bref . 



35 
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EXEHPLE 3 i PRODUCTION DE CO-CULTURES DE NITROSOMONAS ET DE 
NITROBACTER 

Le milieu de culture mis en oeuvre est le milieu d£crit a 
I'Exemple 1, additionn£ d'ions NH4+ sous forme de (NH4>2S04, 
5 et ensemenc£ avec une coculture de Nitrobacter et de Nitroso- 
monas. Les bactlries Nitrosomonas prlsentes dans la culture 
transforment l'ammoniaque en nitrite (N02~)# qui est le subs- 
trat de la bactirie Nitrobacter, et dont la concentration, 
exprim£e en azote, doit etre maintenue inflrieure a 
10 200 mg/litre environ. 

Les chafnes de dosage colorimetriques dosent dans cet Exemple 
le NO2" qui est a la fois le produit de Nitrosomonas et le 
substrat de Nitrobacter, et le produit (N02~ + exprim£ 
en NO x ~) . 

15 On obtient aprJs 1 200 h, 1 g/l de biomasse. 

Les bacte'ries autotrophes responsables de la nitri- 
fication (Nitrosomonas et Nitrobacter) obtenues en grandes 
quantitts conformement a la pr£sente invention sont utilis^es 
soit imm^diatement, soit en diff£r£ (apres congelation et 

20 lyophilisation) , pour ensemencer ou rlensemencer les bassins 
de nitrification pour le traitement des eaux usles ou pol- 
lutes, avec les avantages suivants : 

- amelioration du rapport investissement/production , 

- simplification des phases de transport, 

25 - diminution des volumes a traiter pour la conservation des 
cultures par congelation ou lyopholisation, 

- diminution des volumes a stocker, 

- reduction des volumes § mettre en oeuvre lors des ensemen- 
cements . 

30 Le proc£de conforme a la presente invention peut 

e*galement s'appliquer a d'autres souches que celles des bac- 
t£ries nitrif iantes, dans le but d' ensemencer d'autres syste- 
mes (d&narrage des unites de fermentation a l'tchelle indus- 
trielle avec un volume de pr£culture 300 fois inftrieur a ce- 

35 lui requis conformement a l'Art ant£rieur). 
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EXEMPLE 4 t PRODUCTION DE METABOLITES 

Le procede de la presente invention peut egalement £tre uti- 
lise pour la production par dee microorganismes , de metaboli- 
tes en solution concentree dans le but de simplifier les eta- 
5 pes de purification du produit forme (sterilisation par fil- 
tration* solution concentred, production acceler£e etant don- 
nee la quantite de microorganismes presents dans le bio- 
reacteur; exenples : acide acetique, polysaccharides, vitami- 
ne Bi 2 • • • ) • 

10 - Cas d'une production de metabolite interne & la bacterie 

On utilise la bacterie Propionibacterium acidi-propioni sur 
un milieu dont la concentration en sucres (exemple le glu- 
cose) est de 40 g/l, la production de biomasse etant limi- 
t6e par la production d' acide propionique ou acitique. 

15 Cette fermentation se produit avec une succession de p6rio- 
des a^robies-anaerobies • Le declenchement de la filtration 
se fait lorsque la concentration d 'acide propionique de- 
passe 20 g/l. Cette bacterie accumule de la vitamine B12 a 
une concentration d' environ 100 pg/g de cellule, qui est 

20 • extraite apres lyse des cellules et purif iee par chromato- 
graphic Les resultats obtenus avec 1 'appareillage conforme 
a la pr£sente invention sont supdrieurs a 110 g/l de bio- 
masse (en culture alimentSe classique, on obtient 15 g/l de 
biomasse). 

25 - Cas d'une production externe de metabolites associee a la 
culture de bact^ries 

On peut par exeiqple faire produire des nitrites par la bac- 
terie Nitrosomonas, des nitrates par la bacterie Nitro- 
bacter, ou de 1 'acide propionique par la bacterie Propioni- 
30 bacterium acidi-propioni. 

Ainsi que cela ressort de ce qui precede, l'inven- 
tion ne se limite nullement A ceux de ses modes de mise en 
oeuvre, de realisation et d'application qui viennent d'etre 
deer its de fa<jon plus explicite; elle en embrasse au contrai- 
3 5 re toutes les variantes qui peuvent venir a 1' esprit du tech- 
nicien en la matiere, sans s'learter du cadre, ni de la por- 
tee, de la presente invention. 



2611742 



- 20 - 

REVINDICATIONS 
1 # ) Proc£de de production de cultures enrichies en 
microorganismes et/ou en metabolites resultant de cee cultu- 
res, caracte'rise' en ce que l*on cultive des souches de micro- 
5 organismes s^lectionnies , dans un bior£acteur approprii, en 
presence d'un substrat convenable dont la concentration est 
maintenue a des valeurs non inhibitrices de la croissance des 
bact£ries, en ce que l'on ^limine du milieu de culture les 
produits susceptibles d'inhiber les cellules /"qui s'accumu- 
10 lent dans ledit milieu au cours de la fermentation, et en ce 
que l'on r£cupere les microorganismes et/ou les metabolites 
d'une maniere approprieV. 

2 # ) Proc£de 6elon la revendication 1, caracte'rise' 
en ce que les cultures de microorganismes sont r£alis£es avec 
15 des souches de bacteries nitrifiantes de la famille des 
Nitrobacteraceae. 

3 # ) Proc£de selon la revendication 2, caract4ris4 
en ce que les cultures de microorganismes mettent en oeuvre 
des bacteries nitritantes des genres Nitrosomonas , Nitroso- 
20 spira f Nitrosolobus , Nitrosovibrio et Nitrosococcus • 

4 9 ) Proc£d6 selon la revendication 2, caracte'rise 
en ce que les cultures de microorganismes mettent en oeuvre 
des bacteries nitratantes des genres Nitrobacter, Nitroso- 
coccus et Nitrospira. 
25 5 # ) Proce*d4 selon la revendication 1, caracte'rise^ 

en ce que la concentration optimale en substrat dans le mi- 
lieu de culture est maintenue constante pendant toute la du- 
ree de la culture* 

6*).Proce*d6 selon la revendication 1, caract£rise" 
30 en ce que la concentration en substrat est maintenue optimale 
en l'adaptant a la quantity de biomasse active presente. 

7*) Proc6d£ selon la revendication 1, caract4ris£ 
en ce que le controle de la concentration optimale du milieu 
en substrat est r£alis£ par dosage en continu du substrat, et 
35 ajout de substrat dans le milieu lorsque la concentration 
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tombe au-dessous d'un seuil determine. 

8*) Procidi selon la revendication 1, caracterise 
en ce que les produits inhibiteurs sont 4x±mLn&e du milieu de 
culture par une technique de separation appropriie, telle 
que, notamment, filtration ou centrif ugation. 

9* ) ProcfidS selon la revendication 8, caracterise 
en ce que le controle de la presence de produits inhibiteurs, 
et plus particulierement des produits toxiques du metabolisme 
de la culture, est r£alis£ par dosage en continu et la sepa- 
ration est declenchee lorsque la concentration en lesdits 
produit dans le milieu de culture atteint un taux predeter- 
mine. 

10*) Procede selon la revendication 1, caracterise 
en ce que la culture comprend une pluralite d'e^apes de fer- 
mentation successives qui consonunent chacune une charge de 
substrat introduite au debut de chacune d'elles avec une nou- 
velle charge de milieu de culture, dans la biomasse accumuiee 
au cours des 6tapes successives de fermentation, et les 6ta- 
pes de fermentation successives sont separees par des etapes 
d* elimination des produits inhibiteurs. 

11*) Procede selon la revendication 1, caracterise 
en ce que la culture est realisee en presence de substrat 
dont la concentration est maintenue constante dans le milieu 
de culture par dosage en continu et ajout(s) de substrat des 
la detection d'une concentration de substrat inferieure a un 
seuil predetermine, et les operations de separation 6ont de- 
clench ees des que la concentration en produits inhibiteurs, 
controiee par dosage en continu, atteint un seuil predeter- 
mine. 

12*) Procede selon l'une quelconque des revendica- 
tions 1 a 11, caracterise en ce que la culture est preievee 
en discontinu. 

13*) Procede selon l'une quelconque des revendica- 
tions 1 a 11, caracterise en ce que la culture est preievee 
en continu. 
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14*) Proc6d4 selon l'une quelconque des revendica- 
tions 1 A 13, caract4ris£ en ce que les cultures sont r£ali- 
ties avec des souches du genre Nitrobacter. 

15*) Proc6d6 selon l'une quelconque des revendica- 
tions 1 4 13, caract.6ris£ en ce que les cultures sont r£ali- 
eles avec des souches du genre Nitrosomonas . 

16*) Proc^dfe selon l f une quelconque des revendica- 
tions 1 a 13, caract^ris* en ce que 1'on realise des co- 
cultures de Kitrosomonas et de Nitrobacter. 

17*) Procfede selon l'une quelconque des revendica- 
tions 1 a 16, caract^risS en ce que les produits toxiques du 
mfetabolisme des cultures de bacteries nitrifiantes sont 6li- 
min6s lorsque leur concentration dans le milieu de culture 
atteint un seuil innibiteur du metabolisme de ladite culture. 

18* ) Procede selon l'une quelconque des revendica- 
tions 1 a 17, caracteris£ en ce que la concentration en subs- 
trat du milieu de culture des bacteries nitrifiantes, expri- 
mee en azote, est avantageusement inferieur a 2 g/litre. 

19 - ) Application des bacteries nitrifiantes produi- 
tes par le procede selon l'une quelconque des revendica- 
tions 1 a 18, a l'ensemencement ou au reensemencement de bas- 
sins de nitrification. 

20* ) Application des bacteries nitrifiantes produi- 
tes par le procede selon l'une quelconque des revendica- 
tions 1 a 18, apres conservation par congelation ou lyophili- 
sation, & l'ensemencement ou au reensemencement de bassins de 
nitrification. 

21*) Appareillage pour la production de cultures 
enricliies en microorganismes et/ou en metabolites resultant 
de ces cultures, caract£ris4 en ce qu'il comprend, en combi- 
naison i - au raoins un reacteur, pourvu de moyens de regula- 
tion de la temperature et du pH, de moyens d' alimentation 
contr6iee en air et de moyens d'agitation, lequel est en 
outre pourvu d'une alimentation en milieu de culture et en 
substrat et d'une sortie des produits inhibiteurs et/ou des 
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produits utiles du metabolisme dee bacteries; - au rooins un 
Element de separation desdits produits associ* £ la sortie 
susdite; - un systeme de dosage en continu respectivement du 
eubstrat et des produits susdits; - un dispositif de comman- 
5 de, asservi au systeme de dosage en continu susdit, de l' in- 
troduction de quantitis requises de substrat dans le, ou un, 
reacteur et de declenchement du fonctionnement de 1 •element, 
ou d'un Element, de separation. 

22*) Appareillage selon la revendication 21, carac- 
10 t5ris6 en ce que l'llfment de separation est de preference un 
element d' ultra- ou de microf iltration. 

23* ) Appareillage selon la revendication 21, carac- 
t&rise en ce que le systeme de dosage en continu comprend un 
circuit de pr^levement de faibles quantit*s du milieu contenu 
15 dans le reacteur, associe a des moyens de quantification en 
continu de la concentration en substrat et/ou en produits in- 
nibiteurs, 

24*) Appareillage. selon la revendication 23, carac- 
terise en ce que les moyens de quantification sont constitues 
20 par des batteries de sondes calibrees qui emettent des si- 
gnaux ^lectriques ♦ 

25* ) Appareillage selon la revendication 23, carac- 
tSrise en ce que les moyens de quantification sont constitues 
par au moins une chaine de dosage colorimetrique physico- 
25 chimique. 

26') Appareillage selon l f une quelconque des reven- 
dications 21 a 25, caract£rise en ce que le dispositif de 
commande est un dispositif pris dans le groupe des automates 
programmables et des ordinateurs ou micro-ordinateurs • 



